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Ⅰ. 要約 
(背景)c-Myc は、多くの癌で最も頻繁に発現異常がみられるがん遺伝子の 1 つで
あり、マスターレギュレーターとして様々な発癌機構に重要な役割を果たす。
卵巣癌では、c-Myc 遺伝子の増幅が 31.5％で観察され、これは固形癌の中で最
も頻度が高い。c-Myc は創薬可能なドメインを持たない転写因子であり、それ
自体を治療標的とすることは難しい。さらに、c-Myc は正常細胞にも必要であ
るため、その機能抑制は重篤な毒性をもたらす可能性がある。そのため、別の
アプローチとして合成致死という概念が注目されている。合成致死とは、単独
因子の変化では細胞死を示さないが、複数因子の変化が同時に生じることによ
り細胞死が生じることである。c-Myc 過剰発現が認められるいくつかの癌種に
おいて、合成致死作用は効果的な治療戦略として報告されている。 
(目的)c-Myc 高発現卵巣癌において、合成致死作用を示す新規の標的分子を同定
し、その機序を解明することを目的とした。 
(方法)c-Myc 高発現細胞株 TOV112D と c-Myc 低発現細胞株 CAOV3 を用いて、
6550 遺伝子を標的とした大規模 small interfering RNAs (siRNAs)スクリーニ
ングを行った。TOV112D/CAOV3 細胞生存率を luminescent cell viability 
assay で測定し、その比が小さい候補遺伝子群を抽出した。ネットワーク解析と
二次スクリーニングの結果から標的遺伝子を選択した。標的遺伝子の阻害剤を
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用いて TOV112D と CAOV3 の細胞増殖を luminescent cell viability assay で
測定した。次に、TOV112D で標的遺伝子を阻害し、Flow cytometry による細
胞周期分析と Annexin V によるアポトーシス検出を行った。標的遺伝子と
c-Myc 各々の発現ベクターを作成し、それらを卵巣表層上皮由来不死化細胞株
OSE2 に導入し過剰発現させ、細胞増殖の変化を luminescent cell viability 
assay で測定した。細胞増殖に関わる分子の発現変化は定量的 PCR 法、ウエス
タンブロッティング法を用いて検討した。東北大学医学部の倫理委員会の承認
と患者の同意を得たうえで、卵巣癌患者手術検体の免疫組織化学染色を行い、
標的分子と c-Myc の発現を比較し、Kaplan-Meier 法にて生存曲線を作成した。 
(結果)大規模 siRNAスクリーニングの結果から c-Mycと合成致死作用を持つ 94
遺伝子を抽出し、ネットワーク解析によりさらに 30 遺伝子を選択し、二次スク
リーニングの結果から、プロ蛋白転換酵素である Furin を同定した。Furin は、
大規模 siRNA スクリーニングでも Top hit 遺伝子であった。Furin siRNA によ
るノックダウンと同様に低分子 Furin 阻害剤でも、細胞増殖は CAOV3 に比べ
TOV112D で有意に抑制され、Inhibitory Concentration, IC50 はそれぞれ
130μM、66μM であった。Furin ノックダウンにより、細胞周期は G1/G0 期で
停止し、引き続きアポトーシスが誘導された。OSE2 に c-Myc と Furin を過剰
発現させると、c-Myc 単独、Furin 単独の過剰発現と比較して有意に細胞増殖が
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促進した。この機序を解明するために、Furinの基質であるNotch1に注目した。
Notch1 の mRNA 発現は c-Myc のノックダウンに伴い低下し、逆に c-Myc の過
剰発現に伴い上昇し、c-Myc により Notch1 の発現が制御されることを示した。
この結果は蛋白レベルでも同様であった。Notch1 のノックダウンは TOV112D
の細胞増殖を抑制し、Notch1は c-Myc高発現卵巣癌の細胞増殖に関わっていた。
また Furin ノックダウンは、Notch1 のプロセッシングを抑制することを卵巣癌
細胞で確認した。以上より、c-Myc が Notch1 発現を亢進させ、Furin にプロセ
シングされた Notch1 が細胞増殖を促進することが示された。このことより
Notch1 は c-Myc と Furin の協調的な細胞増殖に関わる可能性が示唆された。
c-Myc と Furin 発現の臨床的意義を検討するために、卵巣癌手術検体 97 症例の
免疫染色を行った。Furin 高発現は 51 例(53％)、低発現は 46 例(47％)であった。
一方、c-Myc 高発現は 60 例(62％)で低発現は 37 例(38％)であった。両者とも低
発現と高発現群間で Disease Free Survival(DFS)に有意差は認めなかった。
c-Myc 低発現群 37例のうち、Furin 高発現は 19 例(51％)であり、Furin 低発現
と高発現群間で DFS に有意差は認めなかった。c-Myc 高発現群 60 例のうち、
Furin 高発現は 33 例(55％)であり、Furin 高発現群は低発現群に比べ有意に予
後不良であった。c-Myc と Furin は共に高発現している場合のみ卵巣癌の予後
不良因子であった。 
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(結論) 大規模 siRNA スクリーニングにより、c-Myc と合成致死作用を示す標的
分子として Furin を同定した。c-Myc と Furin は、協調して卵巣癌の細胞増殖
を促進し、その機序には Notch1 が関与していることが明らかになった。Furin
は c-Myc 高発現卵巣癌に対し、新しい有望な治療標的となり得る。 
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Ⅱ. 研究背景  
c-Myc は、多くの癌で最も頻繁に発現異常がみられるがん遺伝子の 1 つであ
る。c-Myc は DNA 合成、転写、RNA プロセッシング、蛋白合成を促進し、代
謝経路の活性化を調節する。このような特徴により、癌細胞は成長因子のシグ
ナルから独立し、制御不能な増殖能を獲得する。様々な発癌機構において、c-Myc
はマスターレギュレーターとして重要な役割を果たす 1)。 
卵巣癌は、婦人科癌の中で最も死亡率が高く、患者の半数以上が進行癌の状
態で診断される 2)。c-Myc の過剰発現や遺伝子増幅は、卵巣癌でも報告されてお
り、癌の増殖や進展に関わっている 3, 4)。The cancer genome atlas によると、
c-Myc 遺伝子の増幅は卵巣癌の 31.49％で観察され 5)、これは固形癌の中で最も
頻度が高い 6)。c-Myc 遺伝子増幅は、乳癌、前立腺癌、肝細胞癌では予後不良因
子であるが 7-9)、卵巣癌では予後因子とはならないと報告されている 4, 10)。しか
し c-Myc と他の分子の発現量の組み合わせが、癌進展に関与し予後不良因子に
なる可能性はある。 
癌細胞が増殖・進展するうえで特定のシグナル伝達経路に強く依存している
場合を oncogine addiction という 11)。この現象は、分子標的治療の根拠となっ
ている。例として、慢性骨髄性白血病における BCR-ABL 融合遺伝子、非小細
胞性肺癌における EGFR 遺伝子変異や ALK 融合遺伝子が挙げられる 12, 13)。し
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かし、c-Myc は創薬可能なドメインを持たない転写因子であり、それ自体を治
療標的とすることは難しい 14, 15)。さらに、c-Myc は増殖細胞に必要であるため、
その機能抑制は正常細胞に重篤な毒性をもたらす可能性がある。そのため、別
のアプローチとして合成致死という概念が注目されている。合成致死とは、単
独因子の変異では細胞死を示さないが、複数因子の変異が同時に生じることに
より細胞死が生じることである。この概念は、複数の癌腫で治療標的の探索戦
略として報告されつつある 16-22)。例えば、神経芽細胞腫では CSNK1e が、乳癌
では PIM1 が c-Myc と合成致死を示す治療標的分子として報告されている。 
卵巣癌においては、BRCA 変異細胞に対する PARP23)や、ARID1A 変異細胞
に対する EZH224)が合成致死を示す治療標的分子として報告されているが、
c-Myc 過剰発現の卵巣癌に対する合成致死の治療戦略については、今までに報
告されていない。c-Myc 過剰発現の卵巣癌に対して、合成致死を示す治療標的
を同定できれば、個別化医療の発展に大きく寄与する。 
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Ⅲ. 研究目的 
卵巣癌において、c-Myc と合成致死作用を示す新規の治療標的分子を同定し、
その機序を解明することを目的とした。 
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Ⅳ. 研究方法 
1. 試薬 
 抗 Furin 抗体 (sc20801)および 抗 c-Myc 抗体(sc40)は、Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, TX, USA) 製を用いた。抗 Notch1 抗体 (#3608)は Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA, USA) 製を用いた。抗 β-actin 抗体 
(A5441) と Cy3 標識抗 V5 抗体は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 製を
用いた。抗 V5 モノクローナル抗体 (R96025)、Furin、c-Myc、Notch1 標的 small 
interfering RNA (siRNA) 及びコントロール siRNA オリゴヌクレオチド は
Thermo Fisher scientific (Waltham, MA, USA)製を用いた。Furin 阻害剤の
Dec-RVKR-CMK (ALX-260-022) は Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, 
USA) 製を用いた。 
 
2．細胞培養 
卵巣癌細胞株(TOV112D, CAOV3, IGROV1, IGROVCP, DOV13, SKOV3, 
A2780, A2780CP, PE01, PE04, ES2, TOV21G)は American Type Culture 
Collection (USA)製を用いた。JHOC5、JHOC7、JHOC8 は、織田克利先生 (東
京大学、日本) から分与を受けた。卵巣表層上皮由来細胞株 (OSE2, OSE4)は、
新田慎先生 (熊本大学、日本) から分与を受けた。レンチウイルスベクター
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(pBabe-puroと pBabe-c-Myc-puro)が導入されたヒト包皮線維芽細胞 (HFF) はDr. 
Carla Grandori (University of Washington, Seattle, USA)から供与された 25)。  
IGROV1 と IGROVCP は、10％牛胎児血清を添加した L グルタミン、フェノー
ルレッド含有培地(RPMI)で培養した。その他の細胞株は 10％牛胎児血清を添
加したダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)で培養した。細胞はいずれも 37℃、
5%CO2の条件下で培養した 
 
3. RNA 干渉による大規模スクリーニング 
 大規模スクリーニングは、384 ウェルプレートと専用ロボットを使用して
University of Washington’s Institute for Stem Cells and Regenerative 
Medicine の Quellos High Throughput Screening Facility (Seattle, WA) で
行った。siRNA ライブラリは 6550 遺伝子を対象とし、遺伝子を有効にノック
ダウンするとともにオフターゲット効果を最小限に抑えるため、1 遺伝子につき
3 つの異なる配列の siRNA を設計した。TOV112D（c-Myc 高発現細胞株）と
CAOV3 (c-Myc 低発現細胞株) を 384 ウェルプレートにて 1 ウェルあたり 1500
細胞で培養し、24 時間後に  Lipofectamine RNAi MAX (ThermoFisher 
Scientific, MA, USA) を用いて siRNA をトランスフェクションした。同じ標的
遺伝子につき 3 つの異なる配列の siRNA を使用し、最終濃度は 5 nM に設定
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した。siRNA トランスフェクションの 72 時間後に、TOV112D と CAOV3 の細
胞生存率を評価した。ヒット遺伝子は、TOV112D と CAOV3 の細胞生存率の比
と統計学的有意差の関係を示す Volcano plot を用いて決定した。 
 
4. 二次スクリーニング 
大規模スクリーニングで抽出した 30 個の候補遺伝子群を、小規模な siRNA 
スクリーニングによって検証した。96 ウェルプレートで TOV112D または
CAOV3 を培養し、培養開始 24 時間後に、コントロール siRNA または個々の
遺伝子に対して一次スクリーニングとは異なる配列の siRNA をトランスフェ
クションした。siRNA トランスフェクションの 72 時間後に細胞生存率を評価
した。 
 
5．ウエスタンブロッティング 
培養細胞を 10mM のエチレンジアミン四酢酸を添加したリン酸緩衝生理食塩
水（Phosphate buffered saline: PBS）で 3 回洗浄した後、細胞を回収した。BCA 
Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, MA, USA) を用いて蛋白濃度測
定を行い、タンパク質を Laemmli Sample Buffer (BioRad, CA, USA) に可溶
化した。抽出したタンパク質を 4%-20% 勾配ゲルを用いたドデシル硫酸ナトリ
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ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動  (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 法により分離した。タンパク質を
ニトロセルローメンブレンに転写し、5% スキムミルク含有 0.1% PBS Tween 
(PBS-T) 溶液で 1 時間ブロッキングした。抗 c-Myc 抗体は PBS-T で希釈され
た 5%ウシ血清アルブミンで希釈し、その他の抗体は 5% 脱脂粉乳にて希釈した。
抗 c-Myc 抗体は 200 倍希釈、 抗 Furin 抗体は 500 倍希釈、抗 Notch1 抗体 は
1000 倍希釈で使用した。メンブレンを一次抗体と一晩 4℃で反応させた後、5% 
スキムミルク含有 0.1%PBS-T に溶解した horseradish peroxidase (HRP) 標識
二次抗体と室温で 1 時間反応させた。SuperSignal® West Dura Extended 
Duration Substrate で発色し、ChemiDoc™ MP (BioRad, CA, USA) を用いて
タンパク質のバンドを検出した。 
 
6．Furin と c-Myc 遺伝子のプラスミド導入 
Furin と c-Myc の cDNA は 2 つのプライマーを用い、ポリメラーゼ連鎖反
応 (PCR)で増幅した。Furin のプライマーは、制限酵素 HindⅢの配列を含む
HindⅢ-start1F (aaggtaagcttatggagctgagg) と、停止コドンを含まず制限酵素 XbaI
配列を含む XbaI-nostopR (aaatctagagagggcgctctg) のセットを用いた。c-Myc の
プ ラ イ マ ー は 、 制 限 酵 素 Hind Ⅲ の 配 列 を 含 む Hind Ⅲ -start1F 
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(ttcgaagcttatggatttttttc) と、停止コドンを含まず制限酵素 XbaI 配列を含む
XbaI-nostopR (aaatctagagagggcgctct) のセットを用いた。PCR により増幅した
Furin または c-Myc cDNA と pcDNA3.1/V5-vector は 制限酵素 HindⅢ、XbaI  
(TaKaRa, Japan) で切断した後、T4 DNA リガーゼ (TaKaRa, Japan) で連結
した。これらのベクターを大腸菌で増幅した。 
 
7. siRNA とプラスミドの細胞へのトランスフェクション 
 siRNA はすべて 5nM の濃度で LipofectamineRNAiMAX Transfection 
Reagent (Thermo Fisher Scientific)を用いて細胞にトランスフェクションさせ
た。プラスミドは Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific, MA, USA) を
用いて、細胞にトランスフェクションさせた。CAOV3 へのトランスフェクショ
ンは Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific, MA, USA)を用いた。 
 
8. 細胞生存率と細胞増殖の測定 
細胞生存率は CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, WI, 
USA)で評価した。細胞は 96 ウェルプレートに播種させ、si RNA またはプラス
ミドをトランスフェクションさせた。24-96 時間後に、それぞれのウェルに 80μl
の CellTiter-Glo reagent を加え、プレートをオービタルシェイカーで振盪した。
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化学発光はルミノメーターで定量化し評価した。この方法を用いて、二次スク
リーニングの細胞生存率、Furin siRNA トランスフェクション後または Furin 阻
害剤投与後の細胞増殖、Furin と c-Myc の発現 vector トランスフェクション後の
細胞増殖を測定した。 
 
9．リアルタイム定量的 PCR 
RNA は RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて抽出した。
SuperScript III (Thermo Fisher Scientific) を用いて RNA (1μg) から
complementary DNA (cDNA)を作製した。プライマーには oligo dT を用いた。
各遺伝子及びコントロールに用いた GAPDH に特異的な TaqMan probe を使
用し、real time PCR を行い、ΔΔCt 法を用いて各遺伝子の mRNA 発現量を相
対定量した。Real time PCR には TaqManUniversal Master Mix 及び
StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo fisher Scientific)を使用した。 
 
10．細胞周期分析 
 細胞をトリプシン処理し、70％エタノールで一晩固定した。固定した細胞を
PBS で洗浄し RNase を加え、プロピジウムイオダイド(PI)で染色した。化学発
光はフローサイトメーター(FACSCantoⅡ,  BD Systems)で測定した。 
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11．Annexin V によるアポトーシスの検出 
 Dead Cell Apoptosis Kit (Life Technologies)を用いて、アポトーシス細胞を検
出した。細胞をトリプシン処理し、PBS で洗浄し、AlexaFluor-488 色素が結合し
たAnnexin Vと PIで染色した。化学発光はフローサイトメーター(FACSCantoⅡ , 
BD Systems)で測定した。 
 
12.  臨床検体 
東北大学病院産婦人科で 2007 年から 2009 年の間に手術を施行された 97 人
の患者の卵巣癌手術標本を用いた。初回治療で化学療法を施行した症例、観察
期間が 2 か月未満の症例は除外した。組織型による治療法の差異はなかった。
組織はホルマリン固定、パラフィン包埋で保存されていた。本研究は東北大学
医学系研究科倫理委員会の承認(2016-1-153)を得て施行され、また標本は全て患
者の同意を得て採取した。  
 
13. 免疫組織化学染色 
脱パラフィン処理後、pH6.0 クエン酸バッファーを賦活化液とし、オートク
レーブにて 5 分間 121℃で熱処理することにより抗原賦活化を行った。ヒスト
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ファイン SAB-PO キットを使用し (Nichirei, Japan) 、ストレプトアビジン-ビ
オチン法にて免疫組織化学染色を行った。抗 Furin 抗体(sc20801, Santa Cruz 
Biotechnology)は 500 倍に希釈し、抗体の希釈には Antibody Diluent, Dako 
REAL (Dako, CA, USA)を用いた。c-Myc は抗 c-Myc 抗体 (Y69, Roche)を用
いてベンタナ自動染色装置 (Roche, Basel-Stadt, Swiss) により染色した。癌細胞
の 10％以上が染色されていた場合は高発現、10％未満の場合は低発現と定義し
た 3)。 
 
14. 統計 
 統計処理はすべて GraphPad Prism 5 を用いて行った。特に言及されている
場合を除き、2 変数間の検定は Student の t 検定 (両側検定)を用いて行った。p
値が 0.05 未満を有意差ありと判断した。生存曲線は、Kaplan-Meier 法にて作
成し、log-rank 検定を行った。 
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Ⅴ. 研究結果  
1.  c-Myc 高発現卵巣癌と合成致死作用を示す遺伝子の選択 
6650遺伝子を用いた大規模 siRNAスクリーニングのワークフローを図 1Aに示
す。ウエスタンブロッティングにより、卵巣癌細胞株と HFF 細胞株の c-Myc
蛋白の発現を確認し(図 1B)、これらの細胞株のうち、同程度の細胞増殖能を持
つ 2 つの卵巣癌細胞株、c-Myc 高発現細胞株として TOV112D を、c-Myc 低発
現細胞株としてCAOV3をスクリーニングに使用した。遺伝子それぞれをsiRNA
でノックダウンし、siRNA トランスフェクションの 72 時間後に細胞生存率を評
価した。それぞれの遺伝子に対する TOV112D/CAOV3 細胞生存率と negative 
log P 値をボルケーノプロットで示した(図 1C)。TOV112D/CAOV3 細胞生存率
が低い遺伝子、すなわち c-Myc 高発現細胞を選択的に増殖阻害する遺伝子で、
かつ複数の siRNA による結果のばらつきが少なく実験の信頼度が高い遺伝子が
目的とするヒット遺伝子である（グラフでは左上方に位置）。ヒット遺伝子とし
て選択した 94 遺伝子を IPA (Ingenuity Pathway Analysis)によるネットワーク
解析にかけたところ、Furin、a disintegrin and metalloproteinase (ADAM)、 
calpain (CAPN) といった蛋白分解に関わる分子を含むネットワークが検出さ
れた(図 1D)。大規模スクリーニングとネットワーク解析の結果から、30遺伝子
を候補遺伝子として選択し、新たに異なる配列の siRNA を用いて二次スクリー
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ニングを行った。二次スクリーニングでの TOV112D/CAOV3 細胞生存率は、30
遺伝子の中で Furin をノックダウンした時に最も小さく 0.57 であった(図 1E)。
以上より c-Myc と合成致死を示す Top hit 遺伝子として、プロ蛋白転換酵素の
Furin を選択した。他の細胞株において Furin の効果を確認するために、c-Myc
高発現細胞株として IGROV1 と HFF-c-Myc を、c-Myc 低発現細胞株として
DOV13 と HFF-pBabe を選択し、細胞生存率を評価した。Furin ノックダウン
により、c-Myc 高発現細胞株は c-Myc 低発現細胞株と比較し有意に細胞生存率
が低かった(図 1F)。Furin 阻害剤 (Dec-RVKR-CMK)を用いた場合も、同様の
結果が得られた。TOV112D は CAOV3 と比較し Dec-RVKR-CMK に対して感
受性が高く、TOV112D の IC50 は 66μM、CAOV3 の IC50 は 130μM であった
(図 1G)。さらに、Dec-RVKR-CMK 100μM を添加後、経時的に細胞増殖を測定
した。TOV112D は、48 時間以降で有意に細胞増殖が抑制され、72 時間では
DMSO と比較し 65.5％抑制された。一方、CAOV3 は細胞増殖が抑制されなか
った(図 1H)。以上より大規模 siRNA スクリーニングにより c-Myc 高発現卵巣
癌と合成致死を示す新しい標的分子として Furin を同定し、遺伝学的または薬
理学的に Furin の抑制が c-Myc 高発現卵巣癌の細胞増殖を抑制することを示し
た。 
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2. Furin 抑制による細胞周期とアポトーシス誘導への影響 
 Furin 抑制による細胞増殖抑制効果の機序を解明するために、まず初めに
FACS を用いて細胞周期解析を行った。TOV112D において、siRNA による
Furin ノックダウン後 72 時間で、コントロールと比較し G1/G0 期の細胞が
61.2% から82.2%に増加し、S期の細胞が18.5% から4.7%に減少した (図2A)。
以上より、Furin 抑制によって細胞周期が G1/G0 期で停止したことが示された。
次に、Annexin V と PI 染色を用いて、アポトーシス細胞を検出した。TOV112D
において、配列の異なる siRNA＃1、＃2 による Furin ノックダウン後 72 時間
で、Annexin V 陽性/PI 陰性の細胞はコントロールと比較し変化しなかったが
(図 2B)、96 時間で Annexin V 陽性/PI 陰性の細胞は 3.2％(control siRNA)から
13.2％、8.2％と有意に増加した (図 2C)。Furin 抑制により、G1/G0 期で細胞
周期が停止し、それに続きアポトーシスが生じることが示された。そこで、Furin
ノックダウンによる細胞増殖抑制の経時的変化を確認したところ、Furin ノック
ダウン後 72 時間以降で、細胞増殖が有意に抑制された (図 2D)。 
 
3． c-Myc と Furin の過剰発現による細胞増殖の変化 
 c-Myc と Furin の合成致死作用の分子メカニズムを解明するために、c-Myc
単独群、Furin 単独群、c-Myc と Furin 両方を過剰発現させた群の細胞増殖を
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評価した。内因性の c-Myc と Furin の発現が低い正常卵巣表層上皮由来細胞株
(OSE2)を選択し、empty vector、c-Myc vector のみ、Furin vector のみ、c-Myc
と Furin 両方の vector をトランスフェクションした。その蛋白発現は、ウエス
タンブロッティングで確認した(図 3A)。c-Myc と Furin vector の導入は、empty 
vector や c-Myc vector のみ、Furin vector のみと比較し、有意に細胞増殖を増
加させ、その増殖は、empty vector と比較し 1.92 倍であった(図 3B)。c-Myc
低発現卵巣癌細胞株である CAOV3 でも、同様の結果が得られた(図 3C,D)。以
上の結果から、c-Myc は Furin と協調して細胞増殖を促進することを示した。
また、c-Myc と Furin の過剰発現は他方の発現を変化させなかったため（図
3A,C）、この協調関係は、c-Myc と Furin の直列のカスケードで成り立っている
訳ではないことが推測された。 
 
4．細胞増殖に関わる Furin の基質と c-Myc の関係 
 Furinが c-Mycと協調して細胞増殖を促進するという機序を解明するために、
Furin の基質に注目した。Furin は、プロ蛋白転換酵素に属するカルシウム依存
性セリンプロテアーゼで、ゴルジ体や細胞膜に局在する 26)。Furin は塩基性ア
ミノ酸のカルボキシル末端 (RXK/RR)でプロ蛋白を切断し 27)、生物学的活性を
もつ成熟型へ変化させる。Furin は TGF-β, IGFR-1, PDGF, VEGF, MT1-MMP、
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MMP2、ADAMs のような多くの基質を分解する。これらの基質は、様々な癌
において増殖、転移、浸潤の促進に関与する 28-31)。Furin の基質が c-Myc のタ
ーゲット遺伝子ではないか、と考え以下の仮説を立てた。c-Myc が pro-protein
の発現を促進し、それが Furin のプロセッシングを受けて mature protein へ変
化し、さらにその mature protein が細胞増殖を促進する。Furin の基質の中で、
特に TGF-β1-3, IGF-1, 2, IGF1-R, PDGF-A, B, VEGF-A,B,C and Notch1-4 と
いった成長因子とその受容体に着目した。JASPER データベース 32)と過去の報
告 33, 34)から、TGF-β1-3、Notch1、Notch4 が c-Myc の制御を受ける Furin 基
質候補となった(図 4A)。この中で Notch4 の発現は卵巣癌細胞株で非常に低か
ったため検討から除外した。 
TGF-β1-3 と Notch1 は癌細胞に対して増殖と抑制の両方の効果を持つことが
報告されているため 35-37)、これらの基質が卵巣癌細胞の増殖を促進させるかを
検討した。TGF-β1-3 それぞれのリコンビナント投与後 72 時間で、TGF-β1 は
コントロールと比較し有意に細胞増殖を促進し、一方、TGF-β3 は有意に細胞増
殖を抑制し、TGF-β2 は細胞増殖に影響を与えなかった(図 4B)。配列の異なる
Notch1 siRNA＃1、＃2 による Notch1 ノックダウンは、トランスフェクション
後 72 時間で、Control siRNA と比較しそれぞれ 54％と 44％と有意に細胞増殖
を抑制した (図 4C)。以上より、Notch1 は細胞増殖を促進する分子であること
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が示された。TGF-β2 と TGF-β3 は細胞増殖を促進しなかったので、候補から除
外した。 
 次に、c-Myc により TGF-β1 と Notch1 の mRNA 発現が亢進するかを検討し
た。TGF-β1 は、c-Myc 過剰発現によって発現が低下し、c-Myc ノックダウンに
よって発現が増加した(図 4D,E)。一方、Notch1 は、c-Myc 過剰発現によって
発現が増加し、c-Myc ノックダウンによって発現が低下した(図 4F,G)。さらに、
16 の卵巣細胞株と 2 つの HFF 細胞株を含む 18 の細胞株で、Notch1 と c-Myc
の mRNA レベルは弱く相関していた(ピアソンの相関係数 R=0.526、図 4H)。
c-Myc による Notch1 の発現亢進は、mRNA だけでなく、蛋白レベルでも示さ
れた(図 4I)。以上の結果から、c-Myc による Notch1 の発現増加が細胞増殖の
促進に関与しており、合成致死作用の原因となる Furinの基質として Notch1 が
最も適当な候補と考えられた。 
さらに、Notch1 が Furin によるプロセッシングを受けるかを卵巣癌細胞で確
認した。Furin ノックダウンにより、pro-Notch1 の発現は増加し、mature 
-Notch1 の発現は低下しており、Furin 抑制により Notch1 のプロセッシングが
抑制された(図 4J)。 
 以上の実験より、Furin の基質の 1 つである Notch1 が、細胞増殖における
c-MycとFurinの協調的な関係に関わる機序について図4Kのようなメカニズム
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を提唱する(図 4K)。 
 
5．c-Myc と Furin 発現の臨床的意義についての検討 
 卵巣癌における c-Myc と Furin の蛋白発現の臨床的意義を解明するために、
卵巣癌手術検体 97 症例の c-Myc と Furin の蛋白発現を免疫組織化学染色で解
析し、予後との相関について検討した。Furin は細胞質に、c-Myc は核に染色陽
性像を確認した(図 5A)。全症例の 53％(n=51)が、Furin 高発現を示した。Furin
高発現と低発現を比較したところ、Disease Free Survival(DFS)に有意差は認め
られなかった(図 5B)。また、全症例の 62％(n=60)が、c-Myc 高発現を示した。
c-Myc高発現と低発現を比較し、DFSに有意差は認められなかった(図5C)。尚、
両群間で年齢、Stage、組織型などの患者背景に有意差は認めなかった。 
 次に、c-Myc 高発現卵巣癌での Furin 発現の影響を解明するために、c-Myc
発現に基づいて症例を 2つに分類した。c-Myc 低発現群(n=37)においては、49％
(n=18)が Furin 高発現で、51％(n=19)が Furin 低発現であり、Furin 高発現
と低発現を比較し、DFS に有意差は認められなかった(図 5D)。c-Myc 高発現群
(n=60)においては、55％(n=33)が Furin 高発現で、45％(n=27)が Furin 低発
現であり、Furin 高発現では低発現と比較し有意に DFS が短く、予後不良であ
った(図 5E)。尚、両群間で年齢、Stage、組織型などの患者背景に有意差は認
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めなかった(表 1)。以上の検討により、卵巣癌検体において c-Myc または Furin
の単独の発現は予後に関連しないが、c-Myc と Furin の共発現は予後不良に相
関していたことが明らかになった。 
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Ⅵ. 考察 
 本研究では、大規模 siRNA スクリーニングにより、c-Myc 高発現卵巣癌と合
成致死作用を示す新しい治療標的分子として Furin を同定した。さらに、c-Myc
は Furin と協調して卵巣癌の細胞増殖を促進し、c-Myc と Furin の共発現は卵
巣癌の予後不良因子となることを見出した。c-Myc は多くの癌の発生や進展に
関わっているが、c-MycとFurinの関係性については今まで報告されていない。
本研究は、c-Myc が Furin と協調して癌の増殖に関わっていることを初めて報
告した。 
 さらに、c-Myc と Furin の合成致死作用に、Notch1 を介した細胞増殖が関与
しているというモデルを提唱した。c-Myc は pro-Notch1 の発現を増加させ、そ
れが Furin によって分解され、続いて ADAM や γ ｾｸﾚﾀｰｾﾞによって分解される
38)。切断された NIC (Notch1 intracellular domain)は核に移動し、ターゲット遺伝
子を活性化させ 36)、細胞増殖を促進させる。Furin を抑制すると、mature Notch1
の発現は減少し、続いて細胞増殖が抑制され、細胞死に至る。Notch1 は、白血
病、リンパ腫、乳癌細胞で、c-Myc の発現を誘導すると報告されている 39-41)。
Notch1 と c-Myc の regulatory loop も、c-Myc 高発現卵巣癌の細胞増殖促進に
関係している可能性がある(図 4K)。 
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 Notch1 は、サイクリン D1、CDK2、c-Myc のような細胞周期調節因子を誘
導し、cyclin-dependent kinase inhibitors を抑制することにより、細胞増殖を
促進する 36)。卵巣癌 42)や神経膠腫 43)において、Notch1 抑制により G0/G1 で細
胞周期が停止することが分かっており、c-Myc 高発現卵巣癌で Furin を抑制し
たときの細胞周期分析の結果と一致した(図 2A)。この結果は、Notch1 が c-Myc
と Furin の合成致死作用に関わる分子である可能性を示唆している。 
 c-Myc が直接に Notch1 の発現を調節しているかは明らかになっていない 33, 
44)が、Zeller らは、ChiP-PET で解析された c-Myc 結合部位に関連する遺伝子
に Notch1 が含まれていたと報告している 34)。データベース検索で、Notch1 の
プロモーター領域は、c-Mycのターゲット配列であるE-boxを含んでいた(図4A)。
加えて、卵巣癌細胞で、c-Myc によって Notch1 の発現が亢進することを示した
(図 4F,G,I)。これらの結果は、Notch1 は c-Myc の target gene であるという仮
説を支持している。 
 Notch1 は卵巣癌で高頻度に発現している 37, 45)。Notch1 の抑制は卵巣癌の増
殖を抑制し、卵巣癌の治療標的となり得ることが報告されている 37)。大規模
siRNA スクリーニングで用いられた 6550 遺伝子の library に Notch1 は含まれ
ていたが、ヒット遺伝子候補として同定されなかった。Notch1 だけでなく Furin
の他の基質も c-Myc と Furin の合成致死作用に関与しているため、Notch1 は
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c-Myc 高発現卵巣癌に対して Furin 以上に効果が期待できる治療標的にはなら
なかったことが推測される。 
 Furin は c-Myc の存在下で細胞増殖を促進したため(図 3B)、Furin の基質の
中で細胞増殖に最も影響を及ぼす可能性が高い成長因子とその受容体に着目し、
機序の解明を進めた。その中で Notch1 が関与していることを示したが、Furin
の他の基質である ADAM、MMP (Matrix metalloproteinase)、Integrin、
Neurotrophins なども c-Myc と Furin の合成致死作用に関与している可能性は
ある。  
Furin は頭頸部癌、卵巣癌、乳癌、皮膚癌、大腸癌、肺癌など多くの癌で過剰
発現しており 30, 46-50)、有力な治療標的分子であることが多数報告されている。
しかし、治療の有効性を予測する因子については知られていない。本研究では、
Furin 抑制により、c-Myc 低発現細胞と比較し c-Myc 高発現細胞は有意に細胞
増殖が抑制された。c-Myc 高発現は、Furin 阻害剤の効果を予測するバイオマー
カーとして利用できる可能性があり、Furin を標的とした治療に対する個別化医
療につながる。従来は同じ臓器の癌に対して同じ治療をしていたが、c-Myc 高
発現の患者グループにおいて Furin を標的とした治療を選択することで、効果
が期待でき予後改善に寄与する。 
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 Dec-RVKR-CMK は、chloromethyl ketone (CMK)が組み込まれたペプチド模
倣の Furin 阻害剤として初めて開発された 51)。Furin への特異性が高くないこ
とは報告されているが、この不可逆的な阻害剤は Furin を標的にした治療効果
を研究するために汎用されている 30, 52)。In vitro で、Dec-RVKR-CMK の Ki 値
(阻害定数)は 1nM である。この濃度は細胞モデルで卵巣癌の細胞増殖を抑制す
るには不十分であり(図 1G)、この乖離は阻害剤の細胞透過性が低いためと考え
らえる。低分子阻害剤も含め多様な Furin 阻害剤が報告されている 53, 54)が、そ
の副作用や不安定性のために、今までに臨床試験は施行されていない。有効な
Furin 阻害剤の開発のために、さらなる研究が必要である。加えて、
Furin-knockdown and GM-CSF-augmented (FANG) がんワクチンの有効性が、
進行卵巣癌の患者に対して PhaseⅠ/Ⅱ臨床試験で証明されており 55, 56)、Furin 
silencing の治療戦略も将来的に期待される。 
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Ⅶ. 結論 
 大規模 siRNA スクリーニングにより、c-Myc と合成致死作用を示す標的分子
として Furin を同定した。c-Myc と Furin は、協調して卵巣癌の細胞増殖を促
進し、その機序にNotch1が関与していることが明らかになった。Furinは c-Myc
高発現卵巣癌に対し、新しい有望な治療標的となり得る。 
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Ⅸ. 付図説明 
 
図 1.  c-Myc 高発現卵巣癌と合成致死作用を示す遺伝子の選択 
(A) siRNAスクリーニングの手順。2つの卵巣癌細胞株TOV112D(c-Myc高発現)
と CAOV3(c-Myc 低発現)を選択し、それぞれの細胞に 6650 遺伝子をトランス
フェクション後細胞生存率を測定し、トップ 94 遺伝子のネットワーク解析を行
った。大規模 siRNA スクリーニングとネットワーク解析の結果から 30 遺伝子
を選択し、二次スクリーニングを行い Top hit 遺伝子を決定した。(B) 卵巣癌細
胞株と HFF 細胞株の c-Myc 蛋白発現をウエスタンブロッティングで確認した。 
(C) TOV112D と CAOV3 の細胞生存率について、比と統計学的有意差の関係を
示したボルケーノプロット。各々のプロットは、siRNA ノックダウンしたそれ
ぞれの遺伝子を示す。X 軸は、2 つの細胞株の生存率の比を、Y 軸は、negative 
log P 値を示す。赤い矢印はトップヒット遺伝子の Furin を示している。(D) 
Ingenuity Pathway Analysis(IPA)による c-Myc と合成致死を示すトップ 94 遺
伝子のネットワーク解析。2 つのネットワークが同定された。(E) 大規模 siRNA
スクリーニングで抽出した 30 の候補遺伝子の 2 次スクリーニング結果。Y 軸は、
TOV112D と CAOV3 の細胞生存率の比を示す。値は平均値±標準誤差を用いた。
(F) スクリーニングで使用した細胞株とは別の細胞株で、Furin siRNA トラン
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スフェクションの 72 時間後に細胞生存率を評価した。c-Myc 高発現細胞株は
IGROV1 と HFF c-Myc、c-Myc 低発現細胞株は DOV13 と HFF p-Babe を用い
た。値は平均値±標準誤差を用いた。*p<0.05。(G) TOV112D と CAOV3 に異
なる濃度で Furin 阻害剤 Dec-RVKR-CMK を添加し、72 時間後に細胞生存率を
比較した。値は平均値±標準誤差を用いた。(H) TOV112D と CAOV3 に DMSO
と Dec-RVKR-CMK 100 μM を添加し、24-96 時間後に CellTiter-Glo assay で
細胞増殖を評価した。値は平均値±標準誤差を用いた。*p<0.05. **p<0.01。 
 
図 2. Furin 抑制による細胞周期とアポトーシス誘導への影響 
(A) TOV112Dに 5nM control siRNAとFurin siRNA＃1をトランスフェクショ
ンした。72 時間後に FACS により細胞周期分析を行った。値は平均値±標準誤
差を用いた。(B and C) TOV112D に 5nM control siRNA と Furin siRNA＃1
と＃2 をトランスフェクションした。72 時間と 96 時間後に、Annexin 陽性で
PI 陰性を示すアポトーシス細胞の比率を測定した。値は平均値±標準誤差を用
いた。(D) Furin siRNA#1 と#2 のトランスフェクション後に Furin 蛋白の発現
をウエスタンブロッティングで確認した。TOV112D に 5nM control siRNA と
Furin siRNA＃ 1 と＃ 2 をトランスフェクションし、 24-96 時間後に
CellTiter-Glo assay で細胞増殖を評価した。値は平均値±標準誤差を用いた。 
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**p<0.01。 
 
図 3．c-Myc と Furin の過剰発現による細胞増殖の変化 
(A) OSE2 に empty vector、c-Myc vector、Furin vector、c-Myc と Furin vector
をトランスフェクションした。24 時間後に細胞を回収し、ウエスタンブロッテ
ィングで c-Myc と Furin が過剰発現していることを確認した。(B) OSE2 を 96
ウェルプレートに培養 (3×103細胞/ウェル)し、empty vector、c-Myc vector、
Furin vector、c-Myc と Furin vector をトランスフェクションした。72 時間後
に、CellTiter-Glo Assay によって細胞増殖を測定した。データは empty vector の
化学発光量に対して標準化し、平均値±標準誤差を用いた。*p<0.05. **p<0.01。
(C) CAOV3 に empty vector、c-Myc vector、Furin vector、c-Myc と Furin vector
をトランスフェクションした。24 時間後に細胞を回収し、ウエスタンブロッテ
ィングで c-Myc と Furin が過剰発現していることを確認した。(D) CAOV3 を
96ウェルプレートに培養 (4×103細胞/ウェル)し、cDNA 0.1 μgの empty vector、
c-Myc vector、Furin vector、c-Myc と Furin vector をトランスフェクションし
た。72 時間後に、CellTiter-Glo Assay によって細胞増殖を測定した。データは
empty vector の化学発光量に対して標準化し、平均値±標準誤差を用いた。
*p<0.05. **p<0.01 
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図 4. 細胞増殖に関わる Furin の基質と c-Myc の関係 
(A)Furin 基質のプロモーター領域の配列は NCBI のオンラインデータベースか
ら得た。プロモーター領域の Myc-Max 結合サイトは JASPER データベースを
使用して予測した。(B) TOV112D を培養 (5×104細胞/ウェル)し、1％FBS に変
更し 3 時間培養後に TGF-β1, β2, β3 (10 ng/ml) リコンビナントを添加、72 時間
後に細胞数を測定した。データはコントロールに対して標準化し、平均値±標準
誤差を用いた。*p<0.05. **p<0.01、n.s: not significant。(C) TOV112D を培養 (7
×104細胞/ウェル)し、5nM の control siRNA, notch1 siRNA #1 と#2 をトラン
スフェクションした。72 時間後に細胞数を測定した。データは control siRNA
の細胞数に対して標準化した。値は平均値±標準誤差を用いた。 **p<0.01。(D) 
TOV112D に empty vector と c-Myc vector をトランスフェクションした。24
時間後に回収し、TGF-β1 mRNA 発現量をリアルタイム定量的 PCR で測定した。
値は平均値±標準誤差を用いた。 **p<0.01。(E) TOV112D に 5nM の control 
siRNA、c-Myc siRNA #1 と#2 をトランスフェクションした。48 時間後に回収
し、TGF-β1 mRNA 発現量をリアルタイム定量的 PCR で測定した。値は平均値
±標準誤差を用いた。 **p<0.01。(F) TOV112D に cDNA 1μg の empty vector
と c-Myc vector をトランスフェクションした。24 時間後に回収し、Notch1 
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mRNA 発現量をリアルタイム定量的 PCR で測定した。値は平均値±標準誤差
を用いた。 **p<0.01。 
 (G) TOV112D に 5nM の control siRNA、 c-Myc siRNA #1 と #2 をトランス
フェクションした。48 時間後に回収し、Notch1 mRNA 発現量をリアルタイム
定量的 PCR で測定した。値は平均値±標準誤差を用いた。 **p<0.01。(H) 16
種の卵巣癌細胞株と HFF-pBABE と HFF-c-Myc を含む 18 の細胞株において、
Notch1 と c-Myc mRNA 発現レベルをリアルタイム定量的 PCR で測定した。ピア
ソンの相関分析を用いて相関係数を決定した。(I) TOV112D に 5nM の control 
siRNA、 c-Myc siRNA #1 と #2 をトランスフェクションした。72 時間後に回
収し、Notch1 蛋白の発現をウエスタンブロッティングで確認した。(J) 
TOV112D に 5nM の control siRNA、 Furin siRNA #1 と #2 をトランスフェ
クションした。72 時間後に回収し、Notch1 蛋白の発現をウエスタンブロッティ
ングで確認した。使用した抗 Notch1 抗体は、検出する蛋白の大きさで
pro-Notch1 と mature Notch1 の両方を同定した。(K) c-Myc と Furin が合成致
死作用を示す機序を表す仮説 
 
図 5.  c-Myc と Furin 発現の臨床的意義についての検討 
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(A)卵巣癌患者の手術検体を c-Myc と Furin の免疫組織化学染色に用いた。
Furin(上)、c-Myc(下)の陽性例と陰性例の代表的な画像をそれぞれ示した (400
倍)。(B)Furin 低発現群と高発現群において、Disease Free Survival (DFS)の
Kaplan-Meier 曲線を示した。黒は低発現、赤は高発現を表している。(C) c-Myc
低発現群と高発現群において、DFS の Kaplan-Meier 曲線を示した。黒は低発
現、赤は高発現を表している。(D , E) c-Myc 低発現群、高発現群それぞれにお
いて、Furin 低発現と高発現に分類し、DFS の Kaplan-Meier 曲線を示した。
黒は Furin 低発現、赤は Furin 高発現を表している。 
 
表 1. c-Myc 高発現群(n=60)における、Furin 低発現群と高発現群の患者背景 
年齢は Student の t 検定(両側検定)、Stage と組織型は χ2 乗検定を行った。 
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